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摘    要 
基于 PCR 的体外诱变法发展至今，使用的引物从重组 PCR 法
(Recombination PCR)的至少 4条引物到大引物 PCR法(Megaprimer PCR)的 3条引
物，再到 Quikchange 快速突变法(QuikChange Mutagenesis PCR)的 2 条引物。从
至少3轮PCR反应发展到只需2轮，到Quikchange法及反向PCR法（Inverse PCR）
的仅使用一轮 PCR 反应，步骤越来越简单，操作越来越简便，为使用 PCR 技术
进行各种基因克隆操作的科学工作者节省了大量的时间和精力。 
近几年, 有文献报道使用基于 Quikchange 原理的方法来制作 DNA 片段的
插入、替代以及删除突变，但由于 QCM-PCR 的低产量，难以产生阳性克隆。而






长引物的 5’端序列和 3’端序列的 Tm 值均不低于 66oC，短引物 Tm 值约为长引
物一半，且与长引物中心重合互补。这种方法能用于超过 20bp 的碱基的插入或
























With the development of PCR-based mutagenesis in vitro, the number of primer 
varied from at least 4 primers of Recombination PCR to 3 primers of Megaprimer 
PCR. When it comes to QuikChange Mutagenesis PCR, there are only 2 primers in 
use. It is improved from 3 rounds of PCR to only one round in Quikchange PCR and 
Inverse PCR. The great advances in PCR technology have saved a lot of time and 
energy for scientists. 
Recently, it is reported that DNA fragments of insertion, substitution and 
deletion mutation are generated according to methods based on QCM-PCR. However, 
it is difficult to yield positive clones because of low output efficiency. On the other 
hand, the Inverse PCR combined with a tail-to-tail primer design requires T4 DNA 
ligase enzyme to ligate PCR products, which makes the positive rate relatively low. 
We aim to find out an easy and effective method to perform gene deletion, 
insertion and substitution mutation. On the base of numerous research and 
experiments, a new mutagenesis method is initiated, which uses a pair of central 
overlap primers (COP) ground on the principle of Inverse PCR. The method is just 
like the QuikChange site-directed mutagenesis method except for its special primer. 
This pair of primers is composed of a long primer and a short primer which is central 
overlapped. Both of the Tm of 5’sequence in long primer and Tm of 3’sequence in 
short primer are above 66oC. The Tm of short primer is almost half of that of long 
primer. It is convenient to perform insertion or substitution mutation of DNA 
fragments larger than 20bp, In addition, it is highly applicable in research about the 
deletion mutation of DNA fragments larger than 2000bp.  
This method of primer design can be used to construct mutant plasmids with 
great ease and speed. It applies to various gene cloning techniques, such as 
multiple-point mutation, deletion, replacement, insertion, generating positive rates of 
higher than 85%.



























































早在 Mullis K 等 1986 年创建 PCR 技术以来，科学工作者就已经意识到它同
样具备着应用于基因诱变的潜力。因为从原则上讲，PCR 扩增引物与模板 DNA
之间错配的单碱基，经过扩增之后会掺入模板序列中去， 终产生出带有突变的
双链 DNA 分子。[1]这为 DNA 重组和定点突变（site-directed mutagenesis）提供
了一种简便快速的手段，这是因为引物通过 PCR 要整合到 PCR 产物中去，因此
可通过人为的改变引物来对扩增产物进行修饰。这种基于用 PCR 来完成的定点
突变或 DNA 重组的方法叫重组 PCR（recombination PCR）。 
重组 PCR 的产物在大肠杆菌体内完成重组，生成突变株或重组子[2]。在这
种技术中，通过 PCR 往两个不同的 DNA 分子末端加上一段同源序列，这段同源




1.1.1 用重组 PCR 做定点突变。 
图 1-1 说明了该方法的基本原理及其过程。方法只涉及 PCR 技术及转化技
术。在引物 1，3 中引入突变位点，在第一套 PCR 反应中，用引物 1、2 从模板
质粒上扩增出带有突变点的片段。在第二套 PCR 反应中，用引物 3、4 来扩增模
板质粒，并同样引入突变点。两套 PCR 产物两端均需包含 24 个碱基或以上的同
源序列，将两套 PCR 产物混合在一起，直接转化感受态细胞，通过菌体内的同
源重组，可生成环形的突变质粒。 
























图 1-1：用重组 PCR 做定点突变的模式图[6] 









1.1.2 重叠延伸 PCR 技术 
重叠延伸 PCR (splicing by overlap extension PCR,简称 SOE PCR)技术是一种























图 1-2：重叠延伸 PCR 做基因删除的示意图[8] 
Figure 1-2: Deletion mutagenesis by SOE PCR 
 
图 1-2 为使用重叠延伸 PCR 对基因进行删除突变的研究，以此来说明重叠





















引物 R1 的 5’端有一段附加序列并非以起始端基因为模板，而来自于终止端
基因，与引物 F2 的 5’一端同源，通过 PCR 扩增，这段附加序列被加在了起始端
基因的扩增产物上（Primer F1+R1），同样通过 PCR 得到终止端基因的扩增产
物（Primer F2+R2），这样起始端产物和终止端产物就有了一段重叠序列。将两
次 PCR 的产物加在一起，然后再用 F1 和 R2 将两基因连接起来，得到融合基因。
重叠部分的长度从 12 个碱基[9]到 164 个碱基[10]都有人报道。但是使其重叠部分





















































图 1-3：用 Megaprimer PCR 法进行单碱基突变的模式图[6] 
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